慢性髓性白血病（CML）是一种造血干细胞的恶性克隆性疾病，约95%的CML患者存在经典的t（9;22）（q34;q11）染色体异常，变异型易位不足5%。随着酪氨酸激酶抑制剂（TKI）在CML中的广泛应用，监测细胞遗传学反应对于预测和评估疗效至关重要。基于骨髓传统显带分析（CBA）技术可将细胞遗传学反应分为无细胞遗传学反应（Ph^+^细胞\>95%）、少量细胞遗传学反应（Ph^+^细胞36%\~95%）、部分细胞遗传学反应（PCyR，Ph^+^细胞1%\~35%）和完全细胞遗传学反应（CCyR，Ph^+^细胞为0）。CCyR是CML无疾病进展生存（PFS）和总生存（OS）最可靠的早期预测标志[@b1]--[@b2]。利用CBA定义细胞遗传学反应，必须取骨髓标本，且少数病例可出现培养失败或者中期分裂象数量太少而无法评估的情况。FISH技术作为CBA的有效补充可为细胞遗传学反应的评估提供可靠依据。有研究证实FISH和CBA结果有较好的一致性[@b3]--[@b4]。本研究比较CBA和FISH技术在监测TKI治疗过程中CML患者细胞遗传学反应的差异，评价FISH在CML细胞遗传学疗效监测中的意义，并初步探讨利用FISH评判CCyR的临床价值。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：2006年3月至2015年9月我所收治的367例接受TKI治疗的CML患者，其中男235例，女132例，中位年龄38.5（5\~79）岁；CML的诊断标准参照《中国慢性髓性白血病诊断和治疗指南（2013年版）》[@b5]。TKI治疗中定期进行骨髓细胞形态学、细胞遗传学和分子生物学检测。患者人均采集标本1.4（1\~6）次，其中采集1次者265例，2次者77例，3次者17例，4次者7例，6次者1例。共计504份骨髓样本。

2．CBA：染色体标本取自患者骨髓细胞，采用24 h短期培养后收获细胞，染色体标本制备和G显带按本单位细胞遗传学实验室常规方法。核型异常命名根据《人类细胞遗传学国际命名法体制（ISCN）2013》进行描述。每例患者尽可能分析中期分裂细胞20个，计数Ph^+^细胞比例，并识别有无克隆演变。根据骨髓中Ph^+^细胞比例，将细胞遗传学反应分为未达PCyR、PCyR和CCyR。

3．FISH：取染色体G显带分析后剩余的悬液，采用位点特异性GLP BCR-ABL双色双融合探针（购自北京金菩嘉医疗科技有限公司）进行FISH检测，按照本单位细胞遗传学实验室常规FISH检测方法[@b6]进行操作。每份标本分析至少200个间期细胞，计数BCR-ABL阳性细胞比例，并观察融合信号类型。FISH检测BCR-ABL^+^细胞\<1%定义为达到FISH-CCyR。

4．实时荧光定量PCR（PQ-PCR）法检测BCR-ABL融合基因：按照本单位分子生物学实验室常规方法[@b7]对P210（b2a2型和b3a2型）BCR-ABL转录本水平进行检测分析。以ABL为内参基因，ABL拷贝数至少大于32 000，RQ-PCR检测的敏感度为MR4.5（BCR-ABL^IS^=0.0032%）。BCR-ABL水平=BCR-ABL拷贝数/ABL拷贝数×100%。根据我所分子生物学实验室与澳大利亚阿德莱德国际参比实验室（IMVS）进行标本交换得到的有效转化系数0.65，将本所检测所得的BCR-ABL以IS数值表示（仅限于BCR-ABL^IS^≤10%的结果），即BCR-ABL^IS^=本所BCR-ABL检测值×0.65。

5．统计学处理：应用SPSS18.0软件进行统计分析。组间基因表达水平的比较采用非参数Mann-Whimey *U*检验，率的比较采用交叉表卡方检验。

结果 {#s2}
====

一、CBA检测结果

367例患者的504份骨髓样本，其中9份（1.8%）样本培养失败，495份样本可得到有效检测结果，分析的中期分裂象数目中位数为20（1\~20）个，其中分裂象数目≥20个384份（76.2%），10\~19个73份（14.5%），\<10个38份（7.5%）。7例患者为变异类型易位，包括t（15;22）（q26;q11）、t（17;22）（p13; q11）、t（21;22）（q22;q11）、t（9;12;22）（q34;q13;q11）、t（9;22;11）（q34;q11;q13）、t（1;9;22）（q21;q34;q11）、t（1;9;22;12）（q23;q34;q11;q13）各1例。在495份样本中，70份未达PCyR，81份达到PCyR，344份达到CCyR。

二、FISH检测结果

用20例健康供者的正常骨髓样本进行FISH检测，每例标本计数500个细胞，按BCR-ABL^+^细胞百分率的均值+3倍标准差作为FISH异常阈值。由于不同的BCR-ABL融合信号类型检测阈值差异很大，本研究对各种不同融合信号分别建立相应的检测阈值，以最大程度减少假阴性或假阳性概率，各种融合信号检测阈值如下：1红（R）1绿（G）2黄（F）（1R1G2F）、2R2G1F、2R1G1F、1R2G1F、2R2G2F、3F及3F以上融合信号阈值均为0；1R1G1F融合信号的阈值为18.96%。对504份骨髓样本进行FISH检测，均能得到有效的检测结果。这些样本中分析的间期细胞核为200\~500个。信号类型不是经典BCR-ABL融合信号（1R1G2F）的有35例患者的37份样本，其中1R1G1F有11份，2R2G1F有12份，2R1G1F有5份，1R1G3F有4份，1R2G1F有2份，1R1G多F有1份，1G3F有1份，2R2G2F有1份。504份样本中58份FISH检测BCR-ABL^+^细胞比例\>35%，48份\>5%\~35%，101份1%\~5%，297份\<1%。

三、CBA、FISH和RQ-PCR结果比较

由于FISH检测1R1G1F融合信号的异常阈值高，出现1R1G1F融合信号的病例不宜利用FISH监测微小残留病（MRD）。因此504份样本中除去11份BCR-ABL融合信号为1R1G1F的样本，其余493份骨髓样本同时通过CBA、FISH进行染色体分析和RQ-PCR检测BCR-ABL融合基因，比较CBA、FISH检测结果及与分子学反应的差异。

1．CBA和FISH结果比较：结果见[表1](#t01){ref-type="table"}。利用CBA方法，337份样本达到CCyR，其中273份（81.0%）同时达到FISH-CCyR（BCR-ABL^+^细胞\<1%），57份FISH检测BCR-ABL^+^细胞1%\~5%，7份\>5%。147份未达CBA-CCyR的标本中，11份（7.5%）达到FISH-CCyR。290份FISH-CCyR的样本中有6份CBA培养失败，273份（94.1%）达到CBA-CCyR。FISH-BCR-ABL^+^细胞比例1%\~5%和\>5%组中各有57份（57.6%）和7份（7.1%）样本达到CBA-CCyR。

###### 传统显带分析（CBA）和FISH法评估细胞遗传学反应一致性分析（份）

  细胞遗传学反应（Ph^+^%）（FISH）   样本数   细胞遗传学反应（CBA）              
  ---------------------------------- -------- ----------------------- ---- ----- ---
  \>35%                              57       51                      4    2     0
  \>5%～35%                          45       14                      25   5     1
  1%～5%                             101      0                       42   57    2
  \>0～\<1%                          33       3                       3    26    1
  0                                  257      0                       5    247   5
                                                                                 
  合计                               493      68                      79   337   9

注：PCyR：部分细胞遗传学反应；CCyR：完全细胞遗传学反应

2．获CBA-CCyR和FISH-CCyR患者的分子学反应比较：337份CBA-CCyR样本中289份（85.8%）分子学反应BCR-ABL^IS^ ≤ 1%，290份FISH-CCyR样本中261份（90.0%）分子学反应BCR-ABL^IS^ ≤ 1%。显示CBA-CCyR与FISH-CCyR具有很好的一致性。两组样本BCR-ABL的转录水平中位数分别为0.21%和0.13%，差异无统计学意义（*z*=−1.875，*P*=0.061）。比较273份同时达到CBA-CCyR和FISH-CCyR与64份仅达到CBA-CCyR未达到FISH-CCyR的样本，前者BCR-ABL^IS^ ≤ 1%的比例显著增加（92.7%对56.2%，*χ*^2^=56.313，*P*\<0.001），中位BCR-ABL^IS^转录水平显著降低（0.12%对1.70%，*z*=−10.234，*P*\<0.001）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 根据传统细胞遗传学显带（CBA）技术和FISH检测结果对样本进行细胞遗传学反应分组各组的分子学反应比较

  组别                                样本数   BCR-ABL^IS^\>1%［份（%）］   BCR-ABL^IS^≤1%［份（%）］   *P*值        中位BCR-ABL^IS^转录水平（%）   *P*值
  ----------------------------------- -------- ---------------------------- --------------------------- ------------ ------------------------------ ------------
  CBA-CCyR且FISH-BCR-ABL^+^细胞\<1%   273      20（7.3）                    253（92.7）                 \<0.001^a^   0.12                           \<0.001^a^
  CBA-CCyR但FISH-BCR-ABL^+^细胞≥1%    64       28（43.8）                   36（56.2）                               1.70                           
  无FISH-BCR-ABL^+^细胞               257      15（5.9）                    242（94.1）                 \<0.001^b^   0.10                           \<0.001^b^
  FISH-BCR-ABL^+^细胞\>0～\<1%        33       14（42.4）                   19（57.6）                               0.64                           
  FISH-BCR-ABL^+^细胞1%～5%           101      73（72.3）                   28（27.7）                  0.003^b^     1.80                           \<0.001^b^

注：^a^为与CBA-CCyR但FISH-BCR-ABL^+^细胞≥1%组比较；^b^为与BCR-ABL^+^细胞\>0\~\<1%组比较

3．不同FISH检测BCR-ABL^+^细胞数样本分子学反应比较：按FISH检测BCR-ABL^+^细胞数的比例将样本分成三组：无BCR-ABL^+^细胞、\>0\~\<1%、1%\~5%。三组BCR-ABL^IS^ ≤ 1%的样本比例分别为94.1%、57.6%、27.7%，差异有统计学意义（*χ*^2^=43.499，*P*\<0.001；*χ*^2^=9.734，*P*=0.003）。三组的BCR-ABL^IS^转录水平的中位数分别为0.10%、0.64%、1.80%，差异有统计学意义（*z*=−5.864，*P*\<0.001；*z*=−4.787，*P*\<0.001）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

四、克隆演变

367例患者中CBA分析显示7例（1.9%）患者检出Ph^+^细胞克隆演变，主要附加异常为+8（4例）和+Ph（3例），其中2例分别于服药后半年和2年向急性淋巴细胞白血病转化。10例（2.7%）患者检出Ph^−^细胞克隆演变（[表3](#t03){ref-type="table"}），其中例4同时伴有Ph^+^细胞克隆演变。FISH检测出5例（1.4%）患者具有+Ph克隆演变。

###### 10例Ph^−^细胞克隆演变患者的临床资料

  例号   异常克隆种类     服药后首次发生时间（月）   临床转归
  ------ ---------------- -------------------------- ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
  1      +8, +6           6                          服药1年后达到并持续CCyR，随访74个月，+8和+6异常克隆持续存在，疾病持续稳定
  2      +Y, +8, −7       6                          随访1年未达CCyR，失访
  3      +8, −7           12                         服药18个月后达到并持续CCyR，24个月后−7消失，仅有+8，36个月后染色体正常，随访73个月疾病持续稳定
  4      −7               18                         服药半年出现Ph^+^细胞克隆演变，Ph^+^细胞具有inv（3）（q21q26）附加异常，18个月Ph^−^细胞出现−7，随后inv（3）和−7持续存在，未达CCyR，46个月出现ABL基因E255K和T315I突变，疾病向急性髓系白血病转化
  5      +8               9                          服药12个月达到并持续CCyR，42个月+8消失，染色体正常，随访50个月疾病持续稳定
  6      +Y, +8           22                         服药22个月达到并持续CCyR，+8持续存在，随访54个月疾病持续稳定
  7      +8, +Y, +13 +6   12                         服药1年达到并持续CCyR，1年Ph^−^细胞出现+8，随后相继出现+Y、+13、+6,服药30个月染色体正常，随访60个月疾病持续稳定，BCR-ABL融合基因水平为0
  8      −7               12                         服药1年达到CCyR，24个月疾病加速进展，行造血干细胞移植
  9      +8, −Y           18                         服药30个月达到CCyR，服药18个月Ph^−^细胞出现+8，30个月出现−Y和+8并持续存在，随访70个月，疾病持续稳定，但BCR-ABL融合基因水平偏高（1.3%）
  10     +8               12                         服药1年达到并持续CCyR，+8持续存在，随访88个月疾病持续稳定

注：CCyR：完全细胞遗传学反应；PCyR：部分细胞遗传学反应

讨论 {#s3}
====

TKI治疗CML过程中，是否达到CCyR一直以来都是最重要的评估早期疗效的指标，在治疗后的各个时间点（3、6、12和18个月）获得CCyR的患者，之后发生不良事件的概率均低于未获得CCyR的患者[@b8]。虽然CBA检测的Ph^+^细胞的比例不能与FISH检测的BCR-ABL^+^细胞的比例直接对应，但两种方法在定义CCyR时能达到较好的一致性[@b3]--[@b4]。本研究结果显示，FISH检测的BCR-ABL^+^细胞比例低于1%的样本中94.1%都能达到CBA-CCyR。然而达到CBA-CCyR的样本中有19%FISH技术检测BCR-ABL^+^细胞≥ 1%。有研究者认为CBA-CCyR相当于BCR-ABL^IS^ ≤ 1%[@b9]--[@b10]。本研究比较达到CBA-CCyR的样本中FISH检测阳性细胞\<1%和≥1%两组样本的分子生物学反应显示，两组中BCR-ABL的转录水平中位数分别为0.12%和1.70%，前者转录水平显著低于后者（*P*\<0.001）；前者分子生物学反应BCR-ABL^IS^ ≤ 1%的比例明显高于后者（*P*\<0.001）。以上数据进一步证实在评估MRD时，FISH比CBA敏感性更高，FISH结果与分子学反应附合度更好。

由于CBA对于细胞培养和染色体分析技术要求较高，相比之下，FISH检测操作简便，无需细胞培养，敏感性更高，更适于MRD的检测。FISH技术应用于CML细胞遗传学疗效评估关键取决于异常阈值的建立以及经验丰富的检验人员对于非经典型BCR-ABL融合信号的判读。本研究通过分析20例正常人样本，根据均值+3倍标准差的公式分别计算各种不同融合信号的异常阈值，1R1G1F融合信号的阈值高达18.96%，而经典融合信号（1R1G2F）和其他少见类型的融合信号阈值均为0。因此对于融合信号类型为1R1G1F的伴有der（9）中间缺失的CML患者建议仍利用CBA监测细胞遗传学反应。我们的研究结果充分提示，在FISH检测中，分别建立不同类型BCR-ABL融合信号的异常阈值是非常重要的，如果建立阈值时不区别对待，极有可能计算出比实际情况高很多的检验阈值，从而可能提高了FISH检测偏差，导致一定的假阳性率和假阴性率。迄今为止，尚未见将不同融合信号阈值区别对待的报道，文献报道的DF探针的检测阈值几乎都不超过1%[@b4],[@b11]--[@b12]，因此多数学者建议将FISH-CCyR定义为BCR-ABL^+^细胞\<1%[@b4],[@b9]。本研究通过去除11份阈值较高的融合信号类型为1R1G1F的样本后，对于其他融合信号的患者采用0为异常检验阈值，分析FISH-BCR-ABL^+^细胞为\>0\~\<1%组的样本，该组样本共有33份，其分子学反应BCR-ABL^IS^中位数为0.64%（0.16%\~1.70%），明显高于BCR-ABL^+^细胞为0组的0.10%（*P*\<0.001），也明显低于BCR-ABL^+^细胞在1%\~5%区间组分子学反应BCR-ABL^IS^中位数1.80%（*P*\<0.001）。此33份样本中有14例（42.4%）分子学反应BCR-ABL^IS^\>1%，7例（21.2%）未达到CBA-CCyR。如果以1%作为FISH阈值，这些样本都将被判定为达到FISH-CCyR，由此可能造成误判。根据本研究结果，强烈建议在FISH检测中，分别建立不同类型BCR-ABL融合信号的异常阈值，至于如何定义真正意义上的FISH-CCyR，0和1%哪个界限更合理、更客观，仍需大宗病例研究确定。

此外，CML患者在治疗过程中，还会出现Ph^+^或Ph^−^细胞克隆演变。Ph^+^克隆演变是遗传学不稳定或疾病进展的特征，不容忽视。本研究中Ph^+^克隆演变出现最多的附加异常是+8和+Ph，这与文献[@b13]报道相符。文献报道Ph^−^克隆演变的发生率为3%\~11%，尽管Ph^−^克隆演变在预后中的意义尚不明确，却仍然值得重视[@b14]--[@b16]。在本研究中Ph^−^克隆演变的检出率为2.7%，主要异常为+8，−7，+Y和+6等。随访24\~88个月，4例−7患者1例失访，1例−7为一过性异常，1例向AML转化，1例疾病加速进展，本组资料提示在TKI治疗过程中Ph^−^细胞持续出现−7异常克隆预后不良，应加强疾病监测。由于本组资料出现Ph^−^克隆演变病例数相对较少，需要进一步扩大样本量、延长随访时间才能进一步明确Ph^−^克隆演变的意义。
